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論 文 内 容 要 旨
〈研 究 背 景 〉
食物 中の硝酸塩 は,腸 管 よ り吸収 され唾液 一腸管 内循環 によって唾液腺 よ り分泌 され た後,口
腔 内細菌 によ り亜 硝酸塩 に還元 され る。 こう して ヒ トロ腔 内に生成 した亜硝酸塩 は,嚥 下 された
後,は じめて酸性 条 件 とな る食道 胃接合部 内腔 で限局 的 に活性 酸化窒素 種(RNOS;reactive
nitrogenoxidespecies:一酸化窒素(NO)お よびNO由 来 の活性 な化学種)と な り同部位 に
傷害 を及 ぼす可能性 ある。
〈研 究 目 的 〉
食道 胃接合部 内腔 およびその周 囲粘膜の微 小環境 を再現 したexvivoのUssingchamberを用
いたモ デル に よって,酸 性条件下 で,亜 硝酸塩 よ り発生 させたRNOSに よ り,ラ ッ ト胃粘膜 が
どの よ うな傷 害 を受 け るかを検討 し,ヒ トにお ける傷 害 に結 びつけ る。
〈研 究 方 法 〉
食道 胃接合部 内腔 およびその周 囲粘膜の微小環境 を再現 す るため,ラ ッ トの胃粘膜 のみを摘 出
し,管 腔側 と基底側 で別 々の溶液 を還流 させ るUssingchamberモデルを用 いた。 管腔 側の溶
液 に は,pH2.5の 酸 性 条件 下 で生理 的範囲 内 の濃 度 の亜 硝酸 ナ トリウ ム(NaNOz)を 加 え
RNOSを 発 生 させ て 曝露 した。粘膜 のバ リア機構 の評価 に関 しては,電 気生 理学 的 な粘膜抵抗
の測 定,3Hで 標 識 したマ ンニ トール の管腔側 か ら基底側 へ の透過速度 の測定,さ らに粘 膜表層
上皮 細胞 間 でバ リア機構 を形成す るtightjunctionの傷 害 をみるため,tigh七junction関連蛋
白で あ るoccludinの免 疫染色 お よびWesternblotを行 った。 実際 に粘膜 内 にNOを は じめ と
したRNOSが 拡 散 して い るか確 認 す るため に,RNOSと 組 織 中蛋 白 との反 応 生 成 物 で ある
DNIC(Dinitrosyldithiolatoironcomplex)を低 温 下 でEPR法(electronparamagnetic
resonancespectroscopy)を用 いて測定するこ とで検 討 した。
<研 究 結 果>
Ussingchamberにて管腔 側 にRNOSを 曝露 した結果,粘 膜抵抗 の低下 お よび粘膜透過性 の
亢 進,さ らに免 疫染 色 とWesternblotでtightjunction関連 蛋 白で あ るoccludinの発現 低下
を認 めた。 また発 生 したRNQSの 粘膜 内への拡散 を組織 中DNICを 低温EPR法 で検 出す るこ
とに よ り石寉認 した。
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〈結 論 〉
食道 胃接合部 内腔 およびその周 囲粘膜の微小環境 を再現 した この検討 において,食 道 胃接合部
内 腔で発生 したRNOSが その周囲粘膜のtightjunctionを傷害 し,そ れに よ って粘膜防御機構
を低 下 させ る ことが示 された。RNOSの 化学 修飾 作用 に よるス トレスが,ヒ ト食道 胃接合部 に
お け る重 要 な傷害 因子 となる ことが示唆 された。
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審 査 結 果 の 要 旨
〈研究背景 〉食物 中の硝酸塩は,腸 管 より吸収 され唾液 一腸管 内循環 に よって唾液腺 よ り分泌 さ
れ た後・ 口腔内細菌 によ り亜硝酸塩 に還元 され る。 こ うして ヒ トロ腔 内に生成 した亜硝酸塩 は,
嚥下 され た後,は じめて酸性条件 となる食道 胃接合部 内腔 で限局 的に活性酸化 窒素種(RNOS;
reactivenitrogenoxidespecies:一酸化窒素(NO)お よびNO由 来 の活性 な化 学種)と な り
同部位 に傷害 を及 ぼす可能性があ る。
〈研 究 目的 〉食 道 胃接 合部 内腔 お よびその周 囲粘膜 の微 小環境 を再現 したexvivoのUssing
chamberを用 いたモデルによ って,酸 性条件下 で,亜 硝酸塩 よ り発生 させたRNOSに よ り,ラ ッ
ト胃粘膜 が どの よ うな傷害 を受 けるかを検討 し,ヒ トにおけ る傷害 に結 びつけ る。
〈研究 方法 〉食道 胃接合部 内腔お よびその周囲粘膜 の微小 環境 を再現す るため,ラ ッ トの胃粘膜
の みを摘 出 し,管 腔 側 と基底 側で別 々の溶液を還流 させ るUssingchamberモデル を用 いた。
管腔側 の溶液 には,pH2.5の酸性条件下 で生理的範 囲内の濃度 の亜 硝酸 ナ トリウム(NaNO2)
を加 えRNOSを 発生 させ て曝露 した。粘膜 のバ リア機構 の評価 に関 しては,電 気 生理学 的な粘
膜 抵抗 の測定,3Hで 標識 したマ ンニ ト 一ールの管腔 側 か ら基底側へ の透 過速度 の測定,さ らに粘
膜表 層上 皮 細胞 間 でバ リア機構 を形 成す るtightjunctionの傷 害 をみ るため,tightjunction
関連 蛋 白で あ るoccludinの免 疫染色お よびWesternblotを行 った。 実 際 に粘膜 内にNOを は
じめ と したRNOSが 拡散 しているか確認 するため に,RNOSと 組 織 中蛋 白 との反応生 成物であ
るDNIC(Dinitrosyldithiolatoironcomplex)を低温下 でEPR法(electronparamagnetic
resonancespectroscopy)を用 いて測定す ることで検 討 した。
<研 究結果>Ussingchamberにて管腔側にRNOSを 曝露 した結果,粘 膜抵 抗 の低 下 および粘
膜透 過性 の亢 進,さ らに免疫染色 とWesternblotでtightjunction関連蛋 白であ るoccludin
の発現低 下 を認 めた。 また発生 したRNOSの 粘膜 内への拡 散を組織 中DNICを 低温EPR法 で
検 出す るこ とによ り確認 した。
〈結論 〉食道 胃接合部 内腔 およびその周囲粘膜の微小環境 を再現 した この検討 にお いて,食 道 胃
接合部 内腔 で発生 したRNOSが その周 囲粘膜 のtightjunctionを傷害 し,そ れ によ って粘膜防
御機構 を低 下 させ る ことが示 された。RNOSの 化学修飾 作用 に よるス トレスが,ヒ ト食 道 胃接
合部 におけ る重要 な傷 害因子 とな ることが示唆 された。
よ って,本 論 文 は博士(医 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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